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^ (54) TiUe: HORMONE-BASED NITROGEN MONOXIDE DONOR COMPOUNDS AND USE THEREOF IN OBSTETRICS 
^ AND GYNECOLOGY 

fs| (54) Titre: COMPOSES ABASED'HORMONEDONNEURSDEMONOXYDED'AZOTEETLEURUTILISATIONENOBS- 
I/) TETRIQUE ET EN GYNECOLOGIE 

o 

O (57) Abstract: The invention concerns compounds capable of being fixed on hormone receptors and having a nitrogen monoxide 
^ donor group, their use for preventing premature births, increasing cervical dilatation, for use in hormone substitution therapy as 
^ anti-hypertensive drug and their therapeutic use for preparing a medicine for use in obstetrics and gynecology. 

^ (57) Abrege : La pr6senie invention conceme des compos<5s capablcs de sc fixer a dcs rccepieurs d' hormones et possedani un grou- 
Q pement donneur de monoxyde d' azote, Icur utilisation pour prevcnir dcs naissanccs avant terme, augmcnter ^ termc la dilatation du 
J>. col de Tutdrus. etre utilise dans le cadre d'une therapie substitutive hormonale ou en tant qu'anti-hypertenseur et leur application 
^ thdrapeutique pour la preparation d'un m^cament utilisable en obstetrique et en gynecologie. 
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Composes a base d'hormone donneurs de monoxyde d*azote 
et leur utilisation en obstetrique et en gynecologie 

La presente invention conceme des composes capables de se fixer k des 
S r6cepteurs d^honnones et pr6sentant un groupement ester nitrique donneur de 
monoxyde d'azote, leur utilisation pour pr6v^ des naissances avant tenne, augmenter 
la dilatation du col de Fut^rus h, terme, dans le cadre d'une th6rapie substitutive 
hormonale ou en tant qu'anti-hypertenseur et leur application therapeutique pour la 
preparation d'un medicament utilisable en obst6trique et en gynecologie. 

10 

Les naissances avant terme demeurent relativement communes, representant 
de 5 ^ 10 % de toutes les grossesses. Cette proportion n'a pas 6volue dans les 20-30 
demieres ann6es. 

Une secretion adequate de progesterone est en fait n^cessaire au maintien de la 

15 grossesse jusqu'^ terme. La progesterone e&t une hormone initialement secretee par le 
corpus luteum ou corps jaune dans Tovaire puis par le placenta. L'inhibition de la 
contractilite uterine par la progesterone ou les derives de la progesterone a ete 
demontree en utilisant des modules axiimaux pharmacologiques. 

L'administration de progesterone durant le troisidme trimestre de la grossesse 

20 afin de prevenir une delivrance avant la maturite de T enfant a deja et6 evoqu6e il y a 
plus de 20 ans. De ce fait, la progesterone micronisee a ete administree de fa§on tres 
commune en France k des doses orales elevees plus souvent au moins 600 mg par 
jour) k des femmes afin d'eviter un accouchement pr6matur6. Cette utilisation a 
cependant ete arretee k la suite d*un risque de toxicite hepatique lie au traitement. De 

25 plus, ce traitement n*avait pas en fait d'incidence vraiment prouvee sur le poids de 
naissance et Tage de gestation des enfants. 

H a ete montre trds recemment qu'un traitement par injection hebdomadaire 
d'un derive de la progesterone pennettait, chez des femmes a tres haut risque, de 
r6duire la frequence des accouchements prematures et de diminuer la frequence de 

30 certaines complications chez leurs enfants [Meis PJ, KlebanoffM, Thom E et Coll Prevention of 
recurrent preterm delivery hy 17 atpha-hydroxyprogesterone caproate. N Engl J Med 2003; 348:2379- 
85] 
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Le monoxyde d'azote a rfcemment et6 identifie comme 6tant un modulateur 
important de la fonction cellulaiie. H a un effet relaxant puissant sur les cellules du 
muscle Usse. En fait, le trinitrate de glycftile 6tait utilis6 depuis de nombicuses ann^es 
pour soigner les symptdmes d'angine de poitrine bien avant qu'on connaisse son 
5 m&anisme d'action Qe trinitrate de glyc&ile est un donneur de monoxyde d'azote). 

Le muscle de rut6rus, le myom&tre. contient egalement des cellules 
musculaires Usses. La monoxyde d'azote synthase, I'enzyme qui synth6tise le 
monoxyde d'azote, a ainsi un effet relaxant sur les cellules musculaires du myometre 
de I'ut^rus et du col de I'ut^rus. Le monoxyde d'azote augmente Egalement le flux 
10 sanguinut^rin pendant la grossesse. 

In vivo, I'inhibition de la production de monoxyde d'azote provoque une 
parturition avant terme chez les cobayes gestantes. Inyersement. I'appUcation locale k 
terme sur le col de Tutgrus de nitroprusside de sodium, qui est un donneur de 
monoxyde d'azote, augmente la dilatation cervicale. Ceci montre que le monoxyde 
d'azote peut avoir deux effets difftrents, au niveau du corps de l-ut^rus, et au niveau du 
col. L'inhibition de la contraction de I'ut^rus relaxe le corps de I'uterus et peut pr6venir 
un accouchement pr6matur6, avant terme. Lorsque le terme est atteint. I'induction d'un 
ramoUissement et dWe dUatation du col peut aider k la progression de I'accouchement. 

Les groupements donneurs d'acide nitrique tels que le trinitrate de glyc6rile 
ont ainsi 6t6 6valu& chez Ja femme pour tester I'induction de la relaxation uterine. Des 
patientes dont l'6tat n&essitait une tocolyse urgente pour retention placentaire, pour des 
probl^mes d'extraction foetale difficile ou pour inversion uterine aigufi ont 6t6 trait&s 
avec une dose initiale intraveineuse de 50 h 500 microgranmies de nitroglyc&ine avec 
des bolus t6p6t6s k intervalles de 60 k 90 secondes. 

Malgrg refficacit6 de ce traitement, on a note dans 41 % des cas la survenue 
d'une hypotension transitpire en dgpit d'une hydratation intraveineuse [O'Grady jp, 
Parker RK, Patel SS. Nitroglycerin for rapid tocolysis: development of a protocol 
and a literature review. J Perinataloy 2000;1:27-33]. 

L'administration de nitroglycftine grSce k un timbre transdermique capable de 
30 d^livrer 0,4 mg/heure de nitroglycerine a 6i6 testae sur un total de 33 femmes 
presentant un travail avant terme et comparfe k un placebo. Ces femmes ont re9U une 
administration prophylactique en intraveineuse de 1000 ml d'une solution saline k 
0,9 % pendant 1 a 2 heures pour eviter I'hypotension induite par la nitroglycerine. Les 



20 



25 
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femmes qui ont regu la nitroglycerine ont moins d'accouchement dans les 48 heures. 
Cependant, Teffectif etait trop faible pour 8tre interpr6table au niveau statique. 

Une 6tude plus importante a compare Tefficacite du trinitrate de glyc^iile 
transdennique par des timbres de 10 ou 20 mg k une injection de ritodrine en 
5 intraveineuse afin d'eviter une delivrance avant terme. Les r6sultats obtenus montrent 
que refficacit6 de ces deux traitements est similaire [Lees CC, Lojacono A, Thompson 
C. Danti L, Black RS, Tanzi P et al Glyceryl trinitrate and ritodrine in tocolysis: 
an international multicenter randomized study. Obstet Gynecol 1999;94:403-8]. 
L'effet ind^sirable le plus courant observe avec la ritodrine 6tait une tachycardie; pour 

10 le trinitrate de glyc6rile, c*6taient les maux de tete. 

Le brevet WO 95 13802 d6crit Tutilisation d'un substrat de la monoxyde 
d'azote synthase et/ou d'un donneur de monoxyde d' azote avec diff6rents composes 
dont un progestatif afin d'inhiber la contraction ut&ine ou un inhibiteur de monoxyde 
d' azote avec un antagoniste de la progesterone afin de stimuler la contractilit6 uterine. 

15 Le brevet US 5 895 783 d6crit 1* administration simultanfe de trois composes, 

un progestatif, un substrat de la synthase d'acide nitrique ou un donneur d'oxyde 
nitrique et diff6rents composes h, vocation anti-inflammatoire tels que les inliibiteurs de 
cyclo-oxygenase chez des femmes pr6sentant une 6clampsie avec ou sans travail avant 
terme. 

20 La nitroglycerine, Targinine et la progesterone sont administrees dans des 

compositions s6par6es. Mais le dosage de progesterone doit Stre trds eieve pour 

equivaloir k une quantite de 50 k 300 mg de progesterone injectee. 

Le brevet US 5 595 970 decrit Tutilisation d'un substrat de monoxyde d* azote 

et/ou d'un donneur d'oxyde nitrique seul ou en combinaison avec un progestatif, un 
25 cestrog&ne ou les deux pour temperer la survenue des symptomes li6s a la menopause. 

Dans ce cas, la quantite de progestatif est equivalente k une dose de 50 k 300 mg de 

progesterone injectee, ce qui est extremement eieve. 

Le brevet US 6 040 340 decrit une methode pour ameiiorer le taux de 

grossesse par administration d'un substrat de monoxyde d' azote et/ou d*un donneur 
30 d'oxyde nitrique seul ou en combinaison avec un progestatif et de fagon optionnelle, 

avec un oestrogfene ou une methode contraceptive. Lk encore, une dose txhs 6lew6e de 

progestatif a ete utilisee. 

Le brevet US 6 028 106 ddcrit une methode similaire pour relaxer le detrusor 

vesical et traiter I'incontinence urinaire. 
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Le brevet WO 98 09948 d6crit Tutilisation de composes d6rives de Toxyde 
nitrique qui peuvent relaxer le muscle lisse et aider k controler.r incontinence urinaire 
et d'autres pathologies qui incluent la deUvrance avant terme. Une combinaison d'un 
groupement capable de lelarguer du monoxyde d' azote avec des corticost6roi'des a 6t€ 
5 consideree seulement dans le but d'augmenter les propri6tes anti-inflammatoires de ces 
corticoYdes. 

La demanderesse a decouvert una famille de c6mpos6s capables de se fixer a 
des recepteurs d'hormones et comportant un groupement ester nitrique donneur de 

10 monoxyde d' azote k I'exception de I'estradiol substitu6 en position 11 et/ou 17 par un 
groupement ester nitrique. Elle a decouvert que ces composes exergaient une action 
therapeutique dans la prevention de naissances prematurees, dans le controle de la 
mobmte uterine, dans Taugmentation de la dUatation cervicale tors de i'etape du travail, 
dans les anomaUes de la contraction uterine, dans les dysm6norrh6es, dans le traitement 

15 hormonal de substitution des femmes mfinopausees, dans Tinduction d'un cycle 
endometrial dans le cadre de la reproduction assist6e et dans la prevention de 
rhypertension. 

L'invention a done pour objet des composes capables de se fixer h des 
20 recepteurs d'hormones et comportant un groupement ester nitrique donneur de 
monoxyde d' azote a I'exception de I'estradiol substitue en position JLl.et/ou 17 par un 
groupement ester nitrique. 

Les r6cepteurs d*hormone sont choisis parmi des r6cepteurs steroides, 

r6tinoides et de d6riv6s de la vitamine D. 
25 Les composes pr6f6r6s selon l'invention, capables de se fixer k des recepteurs 

dliormone peuvent Stre des hormones naturelles ou synthetiques agissant comme 
agoniste ou antagoniste apres fixation sur le recepteur hormonal approprie comportant 
un ou plusieurs grdupements ester nitrique. Les composes selon l'invention se fixent 
aux tissus riches en recepteur hormonal. La presence de ces groupements au sein de 
30 ces molecules offre plusieurs avantages : 

modifications de proprietes physicochimiques de ces molecules avec, par exemple, 
amelioration de la solubilite dans I'eau des mol&ules les moins polaires, 
- modification du m6tabolisme de ces molecules, 

possibility deiivrance du monoxyde d' azote au sein des tissus. 
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Ces hormones sont de preference des progestatifs, des oestrogdnes, des anti- 
min6ralocorticoides, des androgynes, des anti-andiog&nes ou une combinaison de ces 
hormones. 

Ces hormones sont choisies plus pardculidrement parmi la progesterone, la 
5 170H progesterone, I'estradiol, I'fithinyl estradiol, TaldostSrone, la spironolactone, la 
drospirenone, la testosterone et la cyproterone . 

Ces hormones comportent au moins un ou plusieurs groupements ester 
nitrique donneur de NO. 

De pr6f6rence, le compos6 comporte un ou plusieurs groupements N02 
10 li6(s) k rhormone directement par Tatome d'oxygene de la forme 6nolique ou par 
rinterm6diaire d*un radical benzyloxy. 

De preference, llionnone capable de se fixer k des recepteurs d'hormones est 
la progesterone ou la 170H progesterone comportant un ou plusieurs groupements 
NO2 lie (s) directement ou par I'intermediaire d*un radical benzyloxy. 
15 En particulier, lorsque le ou les groupements NO2 sont lies directement k 

rhormone, la liaison se fait par Tatome d'oxygene de la forme enolique de celle-ci 
par exemple en position 3 de la progesterone ou en position 17 de la 170H 
progesterone. 

ILorsque le ou les groupements NOj sont lies par Tintermediaire d'un radical 
20 benzyloxy k Thormone, cette liaison se fait soit directement k I'hormone, soit par 
Tintermediaire d'un groupement etablissant un pont, tel qu'un groupement C=0 ou 
COO, k Tatome d'oxyg&ne de la forme enolique de Thormone ou directement sur le 
cycle tel que par exemple en position 3 de la progesterone ou en position 3 et/ou 17 
de la 170H progesterone. 
25 Les composes selon I'invention peuvent comporter des groupements NO2 

lies en Tune des positions directement k Thormone et en I'autre position lies par 
Tintermediaire d'un groupement benzyloxy. 

Ces hormones peuvent 6tre de f ormule suivante : 



30 
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Dans un autre mode de rdalisation de rinventioii, lliormone capable de se fixer 
^ des recepteurs dliormones est Testradiol comportant en 17 et en 3 de Testradiol ou en 
3 de r estradiol un groupement NOj li6 k I'atome d^oxygtoe. 

Ces hormones peuvent etre de formule suivante : * 




. Dans un autre mode de realisation de Tinvention, rtiormone capable de se fixer 
k des rficepteiirs dlioimones est ia spironolactone comportant un groupement NOj li6 
par I'int^TOediaire d'un radical bepzyloxy k I'hormone, de preference par 
4*ihtenn6diaire d'lin groupement carboxylate. . . 

Ces hoiinones peuvent etre de formuie suivante : 



wo 2004/007522 



PCT/FR2003/002152 



9 




(vn) 



H a 6t6 d^couvert que les composes de la pr&ente invention d^finis ci-dessus y 
compris Testradiol substitu6 en position 11 et/ou 17 par un groupement ester nitrique 
sont utilisables dans la prevention des naissances avant terme, dans le contrSle de la 
niobilit6 uterine et dans Taugmentation de la dilation du col de rut6rus au moment du 
travail, Ces composes sont 6galement utilisables dans le traitement des anomalies de la 
contraction uterine et les dysm6norrh^es. 

Les composes selon Tinvention sont 6galement int6ressants dans le cadie dhme 
th6rapie substitutive pour les femmes m6nopaus6e5, pour Tinduction d'un cycle 
artificiel dan^ la procr6ation assist6e et dans le cadre d*un usage en tant 
qu'antihypertenseur. 

Ces propri6t6s justifient leur application en th6rapeutique et Tinvention a 
particulierement pour objet k titre de m6dicaments, les composes tels que d6finis ci- 
dessus dans un milieu pharmaceutiquement acceptable. 

Les composes conformes a Tinvention pr6sentent par rapport aux hormones 
steroi'des non substitutes en particulier les avantages suivants : 
une modification de leurs proprietes physico-chimiques, avec dissolution plus facile et 
itguli&re, meilleure solubility, 

- une action phaimacologique plus r6guligre, moins variable dans le temps et selon les 
individus 
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- Tobtention d*une accumulation selective et/ou une d^livrance de monoxyde d' azote 
dans les tissus qui possedent des recepteurs st&oides 

- une augmentation de Tactivite due k Tactivite synergique avec la mol6cule st6roi'dfr au 
sein du mSme tissu ; 

S Les diff6rentes foimes phaimaceutiques et les voles d' administration peuvent 

gtre: 

- pour un usage oromuqueux : des comprimes buccaux ou oromuqueux ou de tels 
comprimfis k effet retard, une pate ou un gel gingival, une tablette h macher, une 
gomme h macher, une pastille, une capsule oromuqueuse, des gouttes, gel, un spray en 

10 plte ou n'importe quelle forme d* administration adequate, 

- pour un usage oral : des cachets, capsules, tablettes, tablettes recouvertes, capsules 
gastror6sistantes ou granules, 

- pour un usage nasal : un spray nasal, une solution ^ inhalation nasale, des gouttes 
nasales ou n'importe quelle autre forme d' administration nasale, 

15 - pour une utilisation vaginale : un gel endocervical, une poudre endocervicale, une 
poudre pour un gel endocervical, une tablette servant k une solution vaginale, une 
Emulsion vaginale, une capsule vaginale, une creme vaginale, une mousse vaginale, un 
gel vaginal, une irrigation vaginale, une solution vaginale ou une suspension vaginale, 
une tablette vaginale, un tampon vaginal ou n'importe quel autre moyen pouvant etre 

20 retir6 pour une administration vaginale ou cervicale (tel qu' un ruban impr6gn6), 

- pour un usage sous-cutan6 : une administration intramusculaire ou sous::Cutan6e 
(incluant une infusion continue k I'aide d'une pompe) ou une administration 
intraveineuse telle qu'une solution, suspension ou Emulsion, 

- pour une utilisation topique ou transdermale : un timbre, une crdme, poudre ou spray. 

25. 

Les exemples suivants illustrent Tinvention sans toutefois la Umiter : 

Exemple 1 : preparation de Tester nitrique d'enol 3 pre^a-3f4^5(6)di^ne-20one 
30 La progesterone (une part de progest&one en poids) est dissoute dans un 

melange de 5 volumes d'acfitonitrile et de 2 volumes de t^trahydrofurane (THF) 
maintenu h 0°. Quand la reaction est complete, une solution d'acide paratoluene 
sulfonique k raison de 0,025 part dans 0,25 volume d*acetonitrile est ajoutee. Une 
solution d*acide nitrique k65% (1,1 mole d'acide nitrique par mole de progesterone) 
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dissoute dans 2 volumes d'ac6tonitrile est alors ajoutee. Apres un temps de reaction 
d'approximativement 30 minutes, le produit est extrait avec le THF, la solution est 
concenti^e par Evaporation et cristallisde dans Tether isopropylique. 
On obtient le nitrate d*£nol de progest6rone de foimule (I). 

5 

Exemple 2 :Pr6paration d'un derive nitrique de proges tErone de formule (JD 

La progest6rone i raison d' 1 part en poids est dissoute dans un m61ange de 5 
volumes d'ac6tonitrile et de 2 volumes de THF maintenu a O"". Quand la reaction est 
complete, une solution d'acide paratoluene sulfonique ^ raison de 0,025 part dans 0,25 
10 volume d'ac6tonitrile est ajout6e. Une solution de 4-nitroxy methylbenzoate d'Ethyle 
(1,1 mole par mole de progesterone) dissoute dans 2 volumes d^acetonitrile est ajout6e. 
Aprds un temps de r6action d'approximativement 30 minutes, le produit est extrait avec 
le THF, la solution est alors concentr6e par Evaporation et cristallisEe dans 
risopropyl6ther. 

15 

Exemple 3 : preparation de Tester dinitrique de la 17 g -hydroxvprogest^rone de 
formule OID .... 

La 17a-hydroxyprogest6rone k raison d'une part en poids est dissoute dans 
2,25 volumes d' anhydride acEtique (pur k au moins 98 %) maintenue k 0°C. Une 

20 solution de 2,5 % d'acide paratoluene sulfonique maintenue ^ 0 C dans 0,25 volume 
d' anhydride acEtique est alors ajoutEe. Le m61ange est chauffE avec precaution k une 
temperature entre 0 et 20°. Une solution k 65 % de 4-nitroxymethyl benzoate d'ethyle 
(1,1 mole par mole) dans 2 volumes d'acetonitrile est ajoutee. Le melange est maintenu 
pendant une heure k 20^ puis 0,05 part en poids de triethylamine est ajoutee et le 

25 produit est melange k 10 parts d'un melange eau + glace. Le produit est filtre et lave 
puis resolubilise dans du methanol qui contient 10 % d'eau, acidifie avec de Tacide 
nitrique (0,9 mole par mole) et chauffe k reflux pendant 2 heures. Trois volumes de 
chlorure de methylene sent ensuite ajoutes. Le produit est neutralise, refiroidi et extrait 
avec du chlorure de methylene. Le chlorure de methylene est alors eiimine et le produit 

30 est cristallise dans du methanol. 
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KyftTn p1e4 ! preparation du f 4'>mtrQ.Qxv-m6thvn-benzoatft dfi 17a hydiro^cy- 

L'esterification en 17 s'effectue en accroissant la nucleophilie du groupe 
5 hydioxyle par rintenn^diaire de la foimation de Talcoxyde de lithium. 




Dans ces conditions, apres avoir obtenu Tester 11 ou 13 il s'est av6re 
10 relativement facile de continue! h faire la reaction avec le nitrate d'argent pour 
Tobtention du compos6 d&rit. Pour 6viter les reactions lat&ales au cours de la 
formation d'alcoxyde il est ngcessaire de prot6ger les groupes carbonyles h travers la 
formation de I'acdtal correspondant. 

15 Bien qu'il faille 3 6tapes de synthese supplementaires, toutes les reactions se 

d6roulent bien et avec de bons rendements, les interm6diaires 6tant facilement isolables 
et purifiables. 
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L'obteation du c6tal 09 fut realis6e facilement par reaction avec 
r6thyl&neglycol en presence de TsOH (acide tosyUque) comme catalyseur et 
tiiethylorthoformiate comme agent deshydratant. 

Le produit obtenu est un solide blanc facilement pmifiable par recristallisation 

5 dans le methanol. 

Une fois purifi6, on traite le produit dans le THF avec du Buli (butyllithium) 
pour fonner Talcoxide et on le laisse reagir avec le chlorure d' acide correspondant 
(chlorure de T acide 4chloromethylbenzoique ou bromure de 4bromomethylbenzoyle). 

10 D'une manifere inattendue, la reaction se fait finalement en 30 minutes, pour 

donner quantitativement le chloroester 10 ou le bromoester 12 de Tacfital. 

Les compos6s 10 ou 12 s'hydrolysent facilement en cetone en presence de 
TsOH pour donner Tester recherchfi 11 ou 13. Ces produits se pr6sentent conmie des 
solides Wanes de grande puret6. Non seulement ils se purifient sur colonne 

15 chromatographique, mais aussi par recristallisation dans Tacetate d'ethyle. 

Tous les produits intennediaires ont 6t6 caract6ris6s par RMN et le produit 
final par RMN et spectromfitrie de masse. 

20 

Exemple 5 : p re paration de Tester nitriq ue de restradiol de formule (VI) 

Une part en poids d' acetate d' estradiol est dissoute dans 2 volumes de pyridine 
k 20"*, du chlorure de nitrile raison d'1,2 mole par mole) est ajoute h, 20°C et 
maintenu ^ cette temperature pendant 4 heures. Le produit est alors vers6 dans un 
25 melange de 10 parts d'eau et de glace et k 2.5 volumes d'acide chlorhydrique 
22** Baum6, m61ang6 ^ 0°C, lav6 et s6ch€. Le produit est plac6 dans du methanol ^ 
reflux, 5 volumes, cristallis6 dans le methanol. Aprfes s6chage, I'estradiol portant en 
position 3 un groupement ester nitrique est obtenu avec un rendement de 88 %. 

30 Exemple 6 : p re paration d'un d6riv6 din itri que d'estra diol de formule HA 

Une part en poids d'estradiol est dissoute dans un melange de 5 volumes 
d'acetonitrile et de 2 volumes de THF et maintenue k 0°. Une solution de 0,025 part 
d'acide paratoluene sulfonique dans 0,25 volumes d'acetonitiile est alors ajoutee puis 
une solution d'acide nitrique a 65 % (2,5 moles par mole) dans deux volumes 



I 
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d'ac6tomtrile et le melange est laisse a r6agir toute la nuit i 20°C. Le produit est extrait 
avec du chlorure de m6thylene et cristallis6 dans de r6ther isopropylique. Du dinitrate 
d' estradiol est obtenu. 

5 Example 7 : p r^aration Jun d6riv6 nitrique de spiipnolactone de formule CVU) 

0,116 part de sodium m6tal est ajout6 k 4 volumes d'ethanol sous atmosphere 
d' azote a 20° et chauff6 k reflux jiisqu' a dissolution. Le melange est refroidi k 30° et 
1,288 part de malonate d'ethyle est ajout6, suivi par I'addition d'une part de 
di^noxirane. Le melange est chauff6 k reflux pendant 5 heures, refroidi et neutralist 

10 avec 0,3 volumes d'acide ac6tique puis on ajoute 5 volumes d'eau. Le prtcipite est 
filtrt, iav6 et s6ch6. Le carbaldiene est obtenu avec un rendement estime de 85 %. Une 
solution est pr6par6e avec une part de carbaldi&ne, 1,28 part de 3-hydroxybenzylnitrate, 
0,75 part de dicyclohexyl carbodiimide et 20 volumes de dichlorom6thane. Cette 
solution est laissfie une nuit k 20°. Ensuite, les solvants sont concentres, Ic 

15 dicyclohexylurte est 61imine par filtration et le produit est cristallis6 dans Tethanol. Le 
nitrate de carboxydiene est obtenu avec un rendement estim6 de 80 %. 

. Le nitrate de carboxydiene est alors dissous dans 3,5 volumes d'6thanol, et 0,4 
part d*acide thioacetique est ajoute. La solution est chauffee a reflux pendant 3 heures 
puis refroidie ^ 0° pendant une heure. Le produit est alors sech6. La spironolactone de 

20 formule (VII) est obtenue avec un rendement estim6 de 94%. 

Exemple 8 : Inhibi tion in vitro de la contractilitg uterine de fibres de mvomfetre dHittms 
01^ femqies npp gpstWtes 

25 L'activite contractile de fragments de myometres humains a ete 6tudiee in 

vitro, 

Apres un temps de latence d*environ deux heures, permettant I'fitablissement 
de contraction spontan6es, Tinhibition des contractions produite par Taddition dans le 
milieu de 17-a hydroxyprogest6rone et de son d6rive nitr6, (4'-nitro.oxy-methyl)- 
30 benzoate de 17a hydroxy-pregn-4-&ne-3,20-dione, identifie dans ce tableau sous le . 
nom de (4'-nitro.oxy-m6thyl)-benzoate de 17a hydroxy-pregn-4-&ne-3,20-dione 
(exemple 4) a pu etre mesurte. 

Cette experience permet d'evaluer I'effet I court terme de ce compos6. 
35 Les resultats sont presentts dans le tableau I: 
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PRODUIT 






(4'-nitro .oxy-m6thyl)- 
benzoate de 17a hydroxy- 
pregn-4-6ne-3,20-dione 


17a hydroxy progesterone 




Concentration 


Moyenne 


J^6viation 
standard 


Moyenne 


Deviation 
standard 


Inhibition 
en % 


2 10-7 M 


37 


14 


45 


26 


2 10-6 M 


69 


6 


66 


29 



Le d6riv6 nitrfi, (4 -nitro.oxy-in6fliyl)-beiizoate de 17a hydroxy-pregn-4-dne- 
3,20-dione, possSde en moyenne la m6me activitfi que rhydroxyprogest^rone, mais son 
action est beaucoup plus constante, molns variable. 

Exemple 9 : I phj^tjoA in vitrQ ^ jia copiyactiljtg pt^me gpQntan^ Qu fflduite dans des 
pt^yus dg mps wn gestantep 

Des femelles Old Wistar intactes Ig6es de 90 jours, pesant de 180 k 200 g, 
sont tu6es par decapitation le lendemain du jour n du diestrous. Leur uterus entier non 
nettoy6 est retire et plac6 dans une solution de Kreb's Ringer modifiee (tampon 
contrSle k 2% de dim^thylsulfoxide) h 3T, Le tissu est nettoy6 de la graisse et du fascia 
qui Tenveloppent, et coup6 en petits anneaux de 5 mm. Ces anneaux sont attach6s k un 
transducteur de d6placement de force sous une tension de Igramme. Le tissu est laissd 
pendant une periode d'equilibration de 30 minutes afin de laisser se dfivelopper les 
contractions. Le tampon contr61e est remplac6 par un tampon qui contient le produit k 
tester (exemple 1 3) ou la progesterone seule en presence ou non de I'antagoniste du 
r&epteur picrotoxihe (32 Mg/ml) ou le mifepristone (RU-486). 

Diff6rentes concentrations du produit test6 sont utilis6es pour comparer les 
effets ut6ro-relaxants du produit-test aux effets de la progesterone seule. Aucun aimeau 
de tissu n'est utilise dans plus d'une experience contr61e-test. La tension pour chaque 
type d'exp6rience est mesuree pendant une p6riode de 10 nm. Les contractions uterines 
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sont analys6es en tension totale gener^e en gramme de tension par gramme de tissu. 
Cette etude a pour but de montrer 1' activity ut6ro-relaxante du produit teste. 

Bxemple 10 : Inhibition in vitro de la contractility uterine ^oTitan A> et induite dans des 
5 utgms de cobayes gestantes 

Le but est de mesuier Taction du produit-test sur des contractions ut6rines 
induites par Toxytocine. 

Des cobayes matures au 20* jour de gestation sont utilises. Un segment uterin 
de 10 mm est retir6 et suspendu ^ un systfeme de levier (Ig) dans un bain organique 
10 contenant 35 ml de solution physiologique (Van Dyke-Hasting) maintenu k 37° et 
continuellement bull6 avec O2CO2. 

Les contractions sont induites par Toxytocine k la concentration de 10"* 
moles/ml. Les contractions sont mesiirees avec un transducteur lin6aire couple k un 
enregistreur. L*addition du produit-test k difffirentes concentrations montre Taction 
15 utero-relaxante que les contractions de T uterus en gestation soient spontan^es ou 
induites. L' action de ces produits est 6galement comparSe k Taction de ia progesterone. 

Exemple 11 : Mesure m jxft£ de la contractiUte et de la pression art6iielle dans des 
utems complets 

20 La contractility uterine est 6valuee par la mesuie des changements de pression 

art6rielle dans un utdrus perfuse par une canule in situ, Les changements de la pression 
art6rielle sont ygaleroent d6tenninys. La mesure de la vitesse du sang art^riel ut6rin 
leflete en effet la perfusion de cet organe. 

Cinq femelles vierges de cobaye Hartley sont anesth6si6es le jour 1 de leur 

25 oestrus (c'est-i-dire le premier jour de Touverture du vagin) avec du pentobarbital 
sodium a la concentration de 35 mg/kg. La veine jugulaire exteme est canul6e pour une 
administration de produit k tester et Tartdre carotide est egalement canulee pour 
enregistrer la pression art^rielle. L' uterus est expos6 par une incision mediane 
abdomino-p6riton6ale. Une premi^ canule est ias6T6& k la jonction ut€rotubale et une 

30 deuxidme canule est ins6r6e k travers le col de Tut^rus dans Tut6rus et est fix6e. Le 
liquide de perfusion (de Teau distill^e k temperature ambiante) est peifus6 k la vitesse 
de 0,5 ml/mn k travers la canule de la jonction ut^rotubale et est collect6 k partir de la 
canule pr6sente dans le col de Tut6rus. Le produit teste est administre et compart k la 
progesterone. Les modifications de la pression de la perfusion ut6rine sont enregistrees 
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avec des transducteurs de pression Beckman coupl6s h. un enregistreur. Les reponses 
dans le tonus uterin sont quantifiees en tennes de tnillimfetres de pression de mercure. 
Les modifications de la pression artfirielle sont 6galement enregistrees. 

5 Exemple 12 : Mesure in vivo de la vitesse sanguine art^riel le ut6rine et de la pression 

syst^mique dans des rates gestantes. 

Des rates Wistar gestantes sont anesthesides et ventil6es de fagon mecanique 

avec un ventilateur pour petits rongeurs. La temperature du corps est maintenue h, 37°. 

La veine jugulaire est canul6e pour Tinjection de produits k tester et la pression 
10 syst6mique est enregistr6e i partir de Tartere carotide gauche. L'ut6rus est alors expos6 

et maintenu humide par une solution physiologique* La rapidit6 artfirielle utfirine 

principale est mesur6e par un Doppler. 

L' administration du produit permet la mesure de Tinfluence des contractions 

utfiiines spontan^es ou induites par la phenylephrine et 6galement de mesurer la 
15 pression syst6mique. Ce test peut ^galement etre utilis6 dans des 6tudes comparatives 

avec d'autres produits capables de relaxer Tutfirus comme la progesterone seule, des 

donneurs de NO ou des antagonistes adr6nergiques, comme par exemple la ritodrine. 

Rxem ple 13 : Action in vivo des produits selon I'invention sur le travail de rates 
20 gestantes. 

La capacity des traitements par ces drogues k retarder le dSbut du travail est 
6valuee dans un module qui mesure le temps de d61ivrance spontan^e entre le premier 
et le second raton h, naitte dans une grossesse k terme. 

Des femelles gestantes sont plac&s dans des cages individuelles en plastique a 

25 partir des jours 16 i 19 de grossesse. A partir du jour 22, les femelles sont observ6es de 
fa9on continue. Imm6diatement a la d61ivrance du premier raton, les femelles refoivent 
le produit k tester. Le temps de d61ivrance du premier raton est enregistr6 puis la 
femelle est placfie dans sa cage et observ6e jusqu'Ji la d61ivrance du second raton, Les 
r^sultats sont exprimfis en temps passS entre les premifere et la deuxidme delivrances. 

30 Les produits administres sont soit le produit objet de I'invention, soit la 

progesterone seule, soit la ritodrine ou soit un placebo afin de comparer les effets de 
ces differents produits. 



wo 2004/007522 PCT/FR2003/002152 

18 



ETem ple 14 ' : Action in vivo sn r la maturation cervicale uterine dans des yates 

Le but est de mesurer la maturation cervicale de rates femelles adultes. Ces 
5 rates gestantes en fm de grossesse pr6sentant une maturation cervicale spontan6e ou 
induite sent trait6es avec le produit-test, la progesterone seule ou le placebo 
administife de f a5on vaginale. Les mesuies de temps pour terminer la ddlivrance, la 
force n6cessaire pour dilater le col de 1' uterus et le temps pour obtenir la dilatation 
sont enregistr6s. 

10 

F.yeTn ple 15 : Traitement de la m enace d^accouchement premamtfi ohez )a femme 

a) par injection : 

Une solution contenant un des composes des exemples 1 k 4 (derives de la 
progesterone et de la 17- hydroxyprogesterone) est reconstitute extemporan6ment et 

15 infus6e par voie sous-cutan6e, grSce k un catheter ins6r6 sous la peau et 4 1'utilisation 
d'une pompe i la dose initiale de 1 mg i 10 mg par heure, selon rintensit6 des 
contractions. Cette dose pent 6tre tr6s progressivement augmentte si besoin sous 
surveillance constante de la pression artfirieUe. Lorsqu'une diminution de la frequence 
des contractions est obtenue, le dosage pent etre ties progressivement diminu6. 

20 Une solution contenant un des composes des exemples 1^4 (d6riv6s de la 

progesterone et de la 17- hydroxyprogest6rone) est inject6e par voie sous-cutan6e, en 
injection regulierement espac6es. L'utilisation des proc6d6s habituellement utilis6s en 
gal6nique pent permettre de realiser des formes retard permettant une diffusion 
contrdlte, plus lente et plus prolongfie du principe actif . 

25 

b) par ringestion d'un comprimfi 

Un comprimi6 sublingual contenant un des composes des exemples 1 i 4 est 
plac6 sous la langue sans Stie aval6 ni croqu6. Le dosage initial est de 3 mg. La prise 
pent gtre r^pette deux fois, 1 une heure d'intervalle (9 mg en 2 heures au total), sous 
30 surveillance continue de la pression arttrielle. Les prises seront ensuite r6p6t6es toutes 
les 8 heures pendant une durte de 48 heures. 



c) par un gel intranasal 
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Un gel aqueux contenant un des composes des exemples 1^4, dos6 ^ 5 mg par 
dose unitaire, est appliqu6 dans une narine. Cette dose peut etre r^p6tee trois heures 
plus tard, sous surveillance continue de la pression arterielle. Les applications sont 
ensuite rep6t6es toutes les 8 heures pendant une duree de 48 heures. 

S 

d) par gel intravaginal 

Uh gel contenant un des compost ides exemples 1^4, est insert dans la cavit6 
vaginale. Le dosage initial est de 10 h 200 mg de principe actif, sous surveillance 
continue de la pression arterielle. Une deuxieme administration sera effectufe de 6 & 24 
10 heures plus tard. 



IS 
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REVENDICATIONS 
1 . Compose caract6ris6 par le fait qu'il est choisi paimi les composes 
capables de se fixer I des recepteurs d*honnones et qull comportc un groupement 
ester nitrique domieur de monoxyde d'azote I Fexception de restradiol substitu6 en 
position 11 et/ou 17 par un groupement ester nitrique. 
5 2. Compos6 selon la revendication 1, caractgris6 par le fait que les 

r6cepteurs dliormone sont choisis paimi des recepteurs steroi'des, r6tinoMes et de 

d&iv6s de la vitamine D. 

3. Compos6 selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, 
caract6ris6 par le fait que le compos6 capable de se fixer k des recepteurs dlionnones 

10 est une hormone naturelle. 

4. Compost selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2, 
caract6ris6 par le fait que le coniposfi capable de se fixer k des recepteurs d^horaiones 
est une hormone synth^tique. 

5. Compost selon Tune quelconque des revendications 1^4, 
IS caracteicisfi par le fait que lliormone capable de se fixer k des recepteurs dliormones 

est choisie dans le groupe compos6 d'une hormone progestattve, d'un cestrogdne, d-un 
anti-mineralocortocoide, d'un androg&ne ou d'un anti-androgfene ou d*une 
combinaison de ces hormones. 

6. Compos6 selon Tune quelconque des revendications 1 k 5, 
20 caract6ris6 par le fait que lliormone capable de se fixer h des r&epteurs d'hormones 

est choisie dans le groupe suivant : progest&one, 170H progesterone, estradiol, 
ethinyl estradiol, aldosterone, spironolactone, drospirenone, testosterone, 
cyproterone. 

7. Compose selon la revendication 1^6, caracteiise par le fait qu'il 
25 comporte un ou plusieurs groupements NO^ Ue(s) k Thormone directement par 

ratome d'oxyg^ne de la forme enolique ou par Vintermediaire d'un radical 
benzyloxy. 

8. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 & 7, 
caracterise par le fait que le ou les groupements NO2 sont lies dkectement I 

30 I'hormone par ratome d'oxygSne de la forme enolique de celle-ci. 

9. Compose selon Tune quelconque des revendications 1^7, 
caracterise par le fait que le ou les groupements NO2 sont ]i6s k I'hormone par 
rintermediaire d'un radical benzyloxy. 
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10. Composd selon la revendication 9, caract6ris6 par le fait que le 
ladical benziyloxy est 116 & Thoimone par Tintenn^diaire d'un groupement etablissant 
un pout 

11. Compost seloB la revendication 10, caracteris6 par le fait que le 
5 pontestunOOouCOO. 

12. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 k 11, 
caract£ris6 par le fait que l*bonnone capable de se fixer h des r6cepteurs dliormones 
est la progesterone. 

13. Compost selon Tune quelconque des revendications 1 all, 
10 caiact6ris6 par le fait que rhormone capable de se fixer k des recepteurs d'hormones 

est la 170H progesterone. 

14. Composes selon la revendication 7, caract6ris6s par le.fait qu'ils 
repondent aux fonnules : 



15 
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c=o 




CH2 O NO2 



c=o 



CH2 0 NO2 



15, Compost selon Tune quelconque des revendications 1 k 11, 
caract6ris6 par le fait que l-homone capable de se fixer i des r6cepteurs dliormoaes est 
I'estradioL 
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16. Compos6 selon la revendication IS, caracterise par le fait quil est 
substitu6 en position 17 et 3. de Testradiol par un groupement NOj 116 k Tatome 
d'oxygdne de la fonction OH de restradibl. 

17. Composd selon la levendxcation IS, caract£ris6 par le fait qu^il est 
5 substitu6 en' position 3 de restradiol par un groupement NOj lie k Tatome tfoxygfine de 

la fonction OH de r estradiol, 

18. - Composes selon la revendication 1.6 ou 17, caracterises par le fait 
qu'ik r^pondent aux foimules 



10 




15 19. • Conipos6 selon IHme queiconqiie des revendications I k 6, caract^risS 

par le fait que Thomione capable de se . fixer k des r6cepteurs d'hormones est' la 
'spironolactone. • . 

20. Compose selon la revendication 19, caracterise par le fait qu'il 
cojmpqrte un groupement NO2 ]i6 par rinterm^diaire d'un radical benzyloxy. 
■ 20 . 21 . Compds6 selon la revendication 20, caracteris6 par le fait qu'il repond . 

^laformule 
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0 




C^3 



10 



15 



20 



22. Compost selon Ihine quelconque des revendicatioiis Ik 21 pour son 
application comme medicament 

23. Composition pharmaceutique caract6ris6e par le fait qu*elle comprend 
dans un milieu pharmaceutiquement acceptable, un compos6 selon Tune quelconque 
des revendications 1 i 21. 

24. M6dicameat caract6ris6 par le fait qu'il contienf au moins un composfi 
selon Tune quelconque des revendications 1 & 21 dans la pr6veiition des naissances 
pr6matui^. 

25. * Medicament selon la revendication 24 pour son application 
th6r^eutique dans la prevention des naissances prematur6es. 

26. Medicament selon la revendication 24 pour son application , 
therapeutique dans le contrdle de la mobilite uterine. 

27. Medicament selon la revendication 24 pour son application 
therapeutique dans Taugmentation de la .dilatation cervicale lors de retape du travail. 

28. Medicament selon la revendication 24 pour son application 
flierapeutique dans le traitement des anomalies de la contraction uterine. 

29. Medicament selon la revendication 24 pour son application 
flierapeutique dans le traitement des dysmenoirhees. 

30. Medicament selon la revendication 24 pour son application 
flierapeutique dans le traitement honnonal de substitution des femmes menopausees. 

31. Medicament selon la revendication 24 pour son application 
flierapeutique dans Tinduction d'un cycle endometrial dans le cadre de la procreation 



assistee. 
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32. Medicament selon la revendication 24 pour son application 
fli^peutique dans la prevention ou le traitement de Iliypertension artedelle. 

33. Utilisation dHin compos6 caiBCt6n&6 par le fait qu'il est capable de se 
fixer k des recepteurs d'honnones et qu'il comporte un groupement ester nitrique 

5 donneur de monoxyde d' azote pour la preparation d'un medicament destine k la 
prevention des naissances prematurees 
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